














分类号                    密级                




厦  门   大   学 
博 士 后 研 究 工 作 报 告 
 
 




工作完成日期    2013 年 6 月 
  




                           厦门大学 
 

















YZ-3 激活 p38 激酶调控 Nur77-Bcl-2 凋亡信号通路 






博   士   后   姓   名 刘婕 
流动站（一级学科）名称 化学 







研究工作起始时间 2010 年  7  月 




厦 门 大 学 



























本研究报告属于：  1、保密（ ），  2、不保密（√） 
 
纸本在        年解密后适用本授权书； 
 
电子版在   年解密后适用本授权书。 







作者签名：      日期：  年 月 日 
 
 






















合物 1,3,7-trihydroxy-2,4-diprenylxanthone, 即 YZ-3 激活 Nur7-Bcl-2 凋亡通路的
作用及机制。我们发现 YZ-3 诱导肿瘤细胞中 Nur77 蛋白表达及其细胞质中的线
粒体定位。但与其他凋亡诱导剂不同，YZ-3 诱导产生的细胞质 Nur77 需要细胞
中 Bcl-2 蛋白的表达，且不被 LMB 抑制，说明 YZ-3 介导的 Nur77 的细胞质定
位可能通过一种新的机制产生。在深入研究 YZ-3 诱导的依赖于 Nur77 的肿瘤细
胞凋亡的过程中，我们还发现 p38 MAPK 在 Nur77-Bcl-2 凋亡通路调节中的重要
作用。YZ-3 可以快速激活 p38 MAPK。激活的 p38 MAPK 一方面作用于诱导
Nur77 表达，不论降低 p38 MAPK 的蛋白表达或是抑制 p38 MAPK 的活性均有
效抑制 Nur77 的表达。此外，激活的 p38 MAPK 可以使 Bcl-2 在无序结构链位点
发生磷酸化，增强 Bcl-2 和 Nur77 的相互作用。综上所述，我们的研究发现了
调控 Nur77-Bcl-2 凋亡通路的重要机制，发现了 Nur77-Bcl-2 凋亡通路的新的分
子事件。 















Orphan nuclear receptor Nur77 exist its pro-apoptotic effect by targeting 
mitochondria, where it interacts with Bcl-2, converting Bcl-2 from a cell protector to 
a cell killer. However, how the Nur77-Bcl-2 apoptotic pathway is regulated remains 
largely undetermined. Here we report our identification of a new modulator of the 
Nur7-Bcl-2 apoptotic pathway, 1, 3, 7-trihydroxy-2,4-diprenylxanthone (named YZ-3) 
isolated from the medicinal plant Cratoxylum formosum ssp. Pruniflorum. Our 
characterization of YZ-3 revealed that it could potently induce apoptosis of cancer 
cells through induction of the expression, cytoplasmic localization and mitochondrial 
targeting of Nur77. YZ-3-induced Nur77 cytoplasmic localization was not inhibited 
by leptomycin B, but required the expression of Bcl-2, suggesting a new mode of 
regulating Nur77 subcellular localization. Furthermore, YZ-3 could rapidly and 
potently activate p38 MAPK, coincided with its induction of apoptosis. By using p38 
MAPK inhibitor, p38 MAPK siRNA transfection, and p38 MAPK knock-out cells, 
we found that YZ-3 activation of p38 MAPK was required not only for the induction 
of Nur77 expression but also the phosphorylation of Bcl-2 that enhanced Bcl-2 
interaction with Nur77. Together, our results identify a new modulator of the 
Nur77-Bcl-2 apoptotic pathway and provide important insight into the regulation of 
Bcl-2 interaction with Nur77. 
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核受体外，核受体的 N 端具有配体非依赖的激活功能域 AF1（actication function 
1，AF1， 即 A∕B 区），其作用与启动子的特殊序列有关[6]；其后是 DNA 结合
结构域（DNA binding domain，DBD，C 区），该区具有很高的保守性，由两个
高度保守的锌指（zinc finger）结构组成，负责核受体与 DNA 上的结合元件结合；
C 区之后是铰链区（hinger region，D 区），该区具有一定的柔性，在核受体中保
守性最低[10]；E 区是配体结合结构域（ligand binding domain, LBD，E 区），该区
域具有较高的保守性，通常由 12 个 α 螺旋和两个折叠组成，其中第 12 个 α 螺




图 1   核受体结构模式 
根据配体的不同，核受体又可分为三大类：第一类是类固醇受体，包括雄激
素受体（androgen recepter，AR）、雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕激素
受体（progesterone receptor，PR）、糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor，GR ）
和盐皮质激素受体（mineralocorticoid receptor，MR）等；第二类受体能够与视
黄素 X 受体（retinoid X receptor，RXR）结合，包括视黄酸受体（retinoic acid 
receptor，RAR）、甲状腺激素受体（thyroid hormone  receptor， TR）、维他命
D3 受体（vitamin D receptor，VDR）和过氧化物酶激活受体（peroxisome 





































2、 孤儿受体 Nur77 
Nur77（也称TR3，NGFI-B 和 NAK1）是核受体家族中一个重要的孤儿受
体，它是由立早基因（immediate - early gene）NR4A1 编码的一类与固醇类激素
受体结构相似的蛋白[14, 15]，可以被血清、生长因子如表皮生长因子（epidermal 
growth factor，EGF）、神经生长因子（nerve growth factor，NGF）、成纤维细胞
生长因子（fibroblast growth factor，FGF）、血小板生长因子（platelet derived growth 
factor，PDGF）或者凋亡诱导剂如佛波酯等诱导表达，参与细胞的增殖、分化、
发育和凋亡等生物过程。 
2.1   孤儿受体 Nur77 的结构 
人类 Nur77 亚家族有 3 个成员：Nur77，Nurr1（也称为 NOT，RNR1，TINOR
或 TINUR）[16, 17]和 Nor1（也称为 MINOR 或 TEC）[18-20]，这个亚家族成员具有
如上所述的核受体一般结构，由氨基末端的转录域 AF1，中间的结合 DNA 结
构域（DBD）和羧基末端配体结构域（LBD）组成[21]。 
2.2   孤儿受体 Nur77 的生物学功能 
2.2.1  Nur77 与细胞增殖 
人们最先发现的 Nur77 存在于小鼠成纤维细胞和大鼠 PC12 嗜铬细胞瘤细胞
中，分别由血清生长因子 SGF 和神经生长因子 NGF 诱导产生[15, 22]。它是一种细
胞增殖因子，可以介导包括蛋白激酶 A（protein kinase A，PKA）、蛋白激酶 C
（protein kinase C，PKC）、促分裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 
kinases，MAPK）和核转录因子 κb（nuclear factor kappa B，NF-κB）在内的多种
细胞增殖信号通路[13, 14, 23, 24]。Nur77 在多种癌细胞中均过量表达，如在前列腺癌
细胞 LNCaP 中，EGF、血清和雄激素可以诱导 Nur77 迅速表达[25]；在肺癌细胞
H460 和 Calu-6 中，Nur77 表达加快细胞周期进程和细胞增殖。Nur77 siRNA 能
够抑制 H460 的生长和 EGF、血清诱导的细胞增殖。在前列腺癌细胞中，Nur77
的表达水平高于周围正常组织和肥大组织 [25]；在骨外砧液样软骨肉瘤
（extra-skeletal myxoid chondrosarcoma，EMC）中发现 Nur77 参与了染色体移位


















乙型肝炎 X 蛋白也可以诱导 Nur77 表达，说明 Nur77 在病毒引起的肿瘤发生中
发挥作用[28]。 
此外，Nur77 通过与视黄醇 X 受体（RXR）[29]和/或孤儿受体 COUP-TF[30]
的直接相互作用，阻碍视黄酸的生长抑制作用发挥促进肿瘤细胞生长的作用；




白 IκB 激酶（IKK）i/IKKε 的表达[33]。成熟的 A20B 细胞中，Nur77 抑制 p53、
Bax，诱导 p27kip1 抑制神经酰胺介导的细胞凋亡[34]。在小鼠胚胎成纤维细胞中，
Nur77 在细胞核中的异常表达能够抑制肿瘤坏死因子（TNF）诱导的细胞凋亡[35]。 
2.2.2  Nur77 与细胞凋亡 
1994 年，Nur77 的死亡作用被首次发现。Nur77 可由 T 细胞受体诱导产生,
在 T 细胞受体介导的细胞凋亡过程中高水平表达[36, 37]。在 T 细胞杂交瘤细胞和
未成熟胸腺细胞中，T 细胞受体信号能快速、高效地诱导 Nur77 产生[38-41]；负显
性 Nur77（DN-Nur77）的过表达或通过反义 mRNA 技术实现的 Nur77 表达的抑
制能阻抑 T 细胞受体介导的细胞凋亡；Nur77 的过量表达则能导致未成熟胸腺细
胞和 T 淋巴细胞凋亡[21, 35]。 
本课题组在研究类维甲酸化合物 AHPN（也叫 CD437）时，发现了 Nur77
在肿瘤细胞凋亡中的作用[42]。在卵巢癌细胞中，AHPN 通过激活 MEK，p38MAP
激酶以及 MEF2 信号通路诱导 Nur77 的表达，发挥不依赖于维甲酸受体信号通
路的肿瘤细胞杀伤作用[43]。Nur77 的反义 RNA 可以抑制 AHPN 的凋亡效应[42]，
说明 Nur77 的诱导表达介导 AHPN 的凋亡作用。多种肿瘤病人的肿瘤取样研究
表明， Nur77 表达下调与实体瘤（包括肺癌、胸腺癌、前列腺癌）的转移有关[43]。
此外，Nur77 还参与 sindbis 病毒导致的 NIH- 3T3 细胞凋亡的线粒体机制[44]，有
人推测 Nur77 在巨噬细胞凋亡中也起重要作用,因为 Nur77 缺陷性巨噬细胞不发
生凋亡。 


















3.1  Bcl-2 家族蛋白的分类与功能 
Bcl-2 家族蛋白的一个显著结构特点是具有 1－4 个 Bcl-2 同源结构域
（Bcl-2 homology domain，BH）。根据 BH 结构域的数量和功能，Bcl-2 家族蛋
白分为三个亚类：抗凋亡蛋白，具有所有 BH1-4 四个保守结构域（图 3A），如
Bcl-2, Bcl-XL 和 Mcl-1 等；促凋亡蛋白，可以更细的划分为具有 BH1-3 三个保
守结构域的多结构域蛋白如Bax、Bak等 以及只具有BH3 的唯BH3（BH3-only）
蛋白如 Bid, Bim 和 Bad 等[46, 49-51]。该家族促凋亡蛋白与抗凋亡蛋白位 BH1-3 之
间的疏水口袋（BH1-3 Hydrophobic Groove）相互作用，调控细胞凋亡进程。唯
BH3 蛋白通过直接或间接地激活 Bax 或∕和 Bak 来传递多种多样的死亡信号，
从而诱导外层线粒体膜通透性的改变，释放可激活 caspases 的凋亡因子。抗凋亡
家族成员通过抑制 Bax 和 Bak 的活性和∕或螯合唯 BH3 蛋白抑制凋亡（图 3B） 
[52-55]。 
 
图 3. Bcl-2 及其抗凋亡作用机制。A. Bcl-2 结构。B. Bcl-2 家族调控细胞凋亡机制示意
图。 
 3.2  Bcl-2 蛋白的促细胞凋亡作用 
虽然 Bcl-2 一般被认为是一个抗凋亡蛋白，但是在一些特定条件下，它却行
使细胞杀伤而非细胞保护作用。如线虫 Bcl-2 同源蛋白 Ced-9 的突变促进细胞
凋亡[56]。果蝇 Bcl-2 同源蛋白在不同条件下可以产生细胞保护或细胞杀伤两种完























们深入研究 Bcl-2 发挥上述作用的新分子机制，为开发靶向 Bcl-2 的抗肿瘤药物
提供理论支持。 
 3.3 结构无序链（loop）与 Bcl-2 的功能 
许多证据表明 Bcl-2 的 BH4 (螺旋 1) 和 BH3 (螺旋 2)之间的结构无序链在
Bcl-2 的功能调节过程中发挥着重要的作用。截去 Bcl-2 的结构无序链可显著抑
制紫杉醇（paclitaxel）诱导的细胞凋亡[60, 68-73]。Caspase 在结构无序链中间的切
割使 Bcl-2 转变成一个促凋亡分子[74, 75]。通过磷酸化或脱酰胺化修饰 Bcl-2 或
Bcl-XL 的结构无序链将降低他们的抗凋亡活性[76]。结构无序链的磷酸化修饰抑





关蛋白（human cancer associated proteins，HCAP）和信号蛋白如 Bcl-2 这类较之
其他蛋白具有更大的无序链结构，可能具有更广泛的生物学功能[79-82]。近年来，
越来越多的证据表明，Bcl-2 结构无序链介导着许多非 Bcl-2 家族蛋白与 Bcl-2 
的相互结合，包括 Nur77、p53、53BP2、FKBP38、胰岛素受体底物、JNK-1、
PKC、PP2A、caspase3、MAPK、泛素、PS1 等[50, 67, 78, 83-88]。目前，Bcl-2 与这
些蛋白相互作用的功能意义尚不清楚。Bcl-2 有可能抑制与其相互作用的蛋白的
功能，如钙依赖磷酸酶、53BP2 和 Aven 可能被 Bcl-2 阻隔在线粒体表面，无
法入核调控核内靶点[85, 86]。蛋白间的相互作用也可能直接影响 Bcl-2 的功能，如






















和 Bcl-2 在多种肿瘤细胞中的高表达，使我们有理由相信，阐明 Nur77-Bcl-2 凋
亡信号通路是我们以之为新的肿瘤治疗靶点的前提条件。 




Nur77 在许多细胞系中并不定位于细胞核，而是定位于细胞质中[92-95]。而 Nur77 
的功能正是取决于其亚细胞定位。在多种凋亡信号的刺激下，Nur77 从细胞核迁
移到细胞质，并定位于线粒体上[67]。Nur77 线粒体定位与细胞凋亡之间的相互关
系已在多种肿瘤细胞中得以证实。如 CA-OV-3 卵巢癌细胞[44, 66, 67, 96]、前列腺癌
细胞 LNCaP[66, 67]和肺癌细胞H460中[67] [43, 44]中AHPN均能诱导Nur77 的线粒体
定位。Nur77 的线粒体定位也是凋亡刺激物 AHPN[31]、TPA、VP16[97, 98]以及许
多合成的鹅脱氧胆酸[99]等诱导胃癌细胞发生凋亡的重要机制。前列腺癌细胞
22RV1 中类胰岛素生长因子结合蛋白-3（IGFBP-3）通过诱导的 Nur77 的线粒体
定位触发细胞凋亡[100]。EBV 细胞核抗原 EBNA2 通过与 Nur77 的相互作用抑制
Nur77 的线粒体定位介导的辛德毕斯病毒诱导的细胞凋亡[28]。在 MCF-7 乳腺癌
细胞中，凋亡素通过诱导 Nur77 的线位体定位启动细胞色素 c 的释放[101]。Nur77
对线粒体的靶定在神经元的死亡中也起一定作用,在暴露于谷氨酸的小脑颗粒神
经元中，Nur77 能迅速转位至线粒体，这种转位活动能被 EGF 活化的 ERKZ 所
阻滞。还有人注意到，在多巴胺能神经元中，神经毒素能导致发生广泛的 Nur77
的线粒体转位，因此可以推断，Nur77 对线粒体的靶定可能在神经退行性疾病的
进展中也起一定作用。Nur77 的线粒体定位，诱导细胞色素 c（Cytochrome c, Cyt 

















色素 c 的释放，说明 Nur77 的线粒体定位是其促凋亡的重要条件[37]。综上所述，
许多药物通过 Nur77 的线粒体定位诱导肿瘤细胞凋亡。 
4.2   Nur77 诱导 Bcl-2 生存/凋亡功能转换 
Nur77 缺乏典型的线粒体靶标，在研究 Nur77 靶定线粒体机制的过程中，本
课题组发现 Nur77 通过与 Bcl-相互作用定位于线粒体（图 4）。Bcl-2 发挥线粒体
Nur77 受体的功能[67]，在这种 Nur77 诱导的细胞凋亡过程中，Bcl-2 不再发挥抗
凋亡蛋白的作用，而是通过 Nur77 与 Bcl-2 的相互作用诱发细胞色素 c 的释放，
导致细胞凋亡[67]。 
 
图 4  Nur77 通过与 Bcl-2 相互作用靶向线粒体诱导细胞凋亡。 
Bcl-2 功能的改变与其构象变化有关。Nur77 与 Bcl-2 位于 BH3 和 BH4 之间
的结构无序链相互作用，使 Bcl-2 的疏水口袋发生重排，导致其 BH3 结构域暴
露 (图 5) [67]。这一结构的改变应答于 Bcl-2 从细胞保护分子转换为细胞破坏分子。
Bcl-2 BH3 结构域的切除或这一区域的突变均使 Bcl-2 无法发挥死亡效应。当
Bcl-2 与 Nur77 结合后，促凋亡蛋白 Bcl-2 发挥类似于只具有 BH3 结构域蛋白的
作用，调节其它 Bcl-2 家族成员如 Bax 的凋亡活性[73, 76]， 促使 Bax 从胞质转位
到线粒体膜上，从而介导细胞色素 c 的释放，启动线粒体介导的细胞凋亡。Nur77 

















且 Nur77 和 Bcl-2 在肿瘤细胞中往往呈高表达，而在正常细胞中表达较低，所以
以该通路为靶标开发的药物将具有较强的肿瘤细胞特异性。 
 
图 5. Nur77 促使 Bcl-2 构像改变 
5、p38 MAPK 信号通路 





5.1  p38 MAPK 的组成与分布 
p38 MAPK 共包括 6 种亚型:α1、α2、β1、β2、γ 和 δ, 各亚型间的氨基酸序
列有 60%是相同的[102-107]。p38α 与 p38β 分布广泛，几乎可以在所有的组织细胞
中得到表达；p38γ 主要分布在骨骼肌；而 p38 MAPKδ 则主要存在于脑垂体、唾
液腺、肾上腺等腺体组织中[103, 108] [104, 105, 109] 。p38 在细胞核内和胞质都有表达。
应激条件下，胞质内的 p38 可以转移到核内，通过磷酸化激活各种转录因子调控
相关基因的表达[110-112]。 
5.2  p38 MAPK 的活性调节  
MAPK 信号传导途径的三级激酶级联反应在进化中高度保守，即 MAPKKK
（MAP kinase kinase kinase）→MAPKK（MAP kinase kinase）→MAPK 的逐次
磷酸化激活。MAPK 的底物包括多种转录因子、蛋白酶、细胞骨架相关蛋白在
内的多种蛋白质。在不良刺激的作用下, p38 活化环上的苏氨酸和酪氨酸两个位
点都会被 MAPK 激酶（MAPkinase kinases, MKKs）双磷酸化, 从而被激活[110]。













Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
